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IPCRun:

Kit para Deteccao Molecular de DNA
de Anaplasma platys em caes
Somente para uso \eterinario e In vitro

SKU30CAP104 Instrucoes de uso

FINALIDADE

O kit contém todos os componentes requeridos para executar
o teste de forma rapida e simples.

PRINCIPIO

O Kit de Deteccdo Molecular PCRun® destina-se a
deteccdo de Anaplasma platys em DNA jsolado de sangue
total com kit de extragdo de DNA PCRun 30PRE104.
O kit deve ser empregado durante uma infecgdo ativa e
contém todos os componentes descartaveis necessarios
para realizar um teste facil e preciso.

ESTOCAGEM E MANUSEIO

Conservar entre 2-25 °C (temperatura ambiente ou refrigerado).
Evitar exposigao direta de luz solar.

Nao utilizar apds a validade informada no rétulo.

Nao congelar.

Nao submeter a altas temperaturas

Precaucgoes:

= Para evitar contaminagdo de DNA na reagao, sempre utilizar luvas
descartaveis durante a realizagéo do teste.

= Abrir e remover os tubos de reagdo PCRun das embalagens
seladas de aluminio, somente imediatamente antes da sua
utilizacao.

= Retornar os tubos de reagdao PCRun nao utilizados para a
embalagem de aluminio original, juntamente com o
dessecante. Selar com fita adesiva.

= N&o utilize o kit se a embalagem ou os componentes
estiverem danificados.

= Cada componente neste kit € adequado para uso apenas com um
numero de lote especifico. Os componentes foram homologados
no controle da qualidade como unidade de lote padrdo. Nao
misturar componentes de diferentes numeros de lote.

= Utilizar procedimentos sanitarios do Brasil, destinados a residuos
biolégicos e moleculares, no manuseio e descarte de
componentes do kit.

= Realizar a extragcdo de DNA em uma area separada da érea
utilizada para a reagdo PCRun

INFORMAGOES

Anaplasma platys é uma bactéria Gram negativa intracelular
obrigatéria alocada a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae’.
A bactéria é o agente causador da Trombocitopenia Ciclica Infecciosa
Canina (ICCT), uma doencga que se supde ser transmitida pela picada
de carrapatos infectados. Os cédes sdo os hospedeiros mais comuns,
embora raros relatos de infeccdo em gatos tenham sido
documentados®. As infecgdes que ocorrem naturalmente podem
resultar em doenga clinica leve a grave. O Anaplasma platys ataca as
plaquetas, danificando o sistema normal de coagulagdo do sangue.
Durante a fase de bacteremia inicial, a contagem de plaquetas é
reduzida e alguns caninos demonstram evidéncias clinicas de
sangramento. Os sintomas desta infecgdo podem incluir febre,
depressao, sangramento do nariz ou da boca, membranas mucosas
palidas, hemorragias petequiais e linfadenopatia. Apds a transmissao
do carrapato, os caes podem permanecer subclinicamente infectados
e abrigar cronicamente a bactéria por meses sem apresentar sintomas
da doenga. A infecgdo pode ndo se tornar aparente até que o sistema
imunolégico do cao seja enfraquecido por fatores como estresse ou
condig¢des adicionais da doenca.

DIAGNOSTICO

As anormalidades hematoldgicas em caes com anaplasmose incluem

trombocitopenia, que é a anormalidade laboratorial mais consistente.
Em casos graves, a anemia também esta presente. Durante a
bacteremia e subsequente trombocitopenia, a contagem de plaquetas
pode cair abaixo de 20.000/puL. Um diagndstico pode ser feito pela
deteccdo microscopica de A. platys morulae. Quando presentes,
esses corpos de inclusdo podem ser vistos dentro de plaquetas em
esfregacos de sangue corados com Giemsa ou esfregagos de
pelagem amarelada. Devido a parasitemia ciclica, que pode ocorrer
em intervalos de 1 a 2 semanas, o patégeno geralmente esta ausente
ou presente em numeros muito baixos. Por esse motivo, a analise
microscopica ndo é confiavel e muitas vezes pode levar a resultados
falsos negativos. Além disso, resultados falsos positivos podem
ocorrer quando artefatos semelhantes a corpos de inclusdo sao
confundidos com A. platys morulae. Os achados bioguimicos podem
incluir  hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, fosfatase alcalina
plasmatica elevada ou hiperbilirrubinemia. Pode ocorrer coinfecgao
com patégenos caninos adicionais transmitidos por vetores. Esse
estado pode exacerbar a gravidade da doenga e alterar a
apresentacdo clinica, resultando em diagnostico, tratamento e
prognéstico complicados. Um protocolo de Teste de Anticorpos
Fluorescentes Indireto (RIFI) foi desenvolvido para a detecgcdo de
anticorpos séricos para A. platys. A soroprevaléncia é alta em areas
endémicas, portanto, um diagnostico ndo pode ser baseado em um
unico titulo positivo (que pode refletir apenas a exposicéo anterior).
Durante as infecgbes agudas iniciais, os anticorpos podem ser
inaparentes. Um aumento minimo de quatro vezes nos titulos de
anticorpos é essencial para confirmar o diagnostico. Amostras de soro
pareadas coletadas com pelo menos duas a trés ou mais semanas de
intervalo sdo imperativas para avaliagdo. Métodos como PCRun®
podem ser empregados para a detecgéo precisa de A. platys quando
a parasitemia é baixa. Ensaios baseados em PCR realizados
adequadamente sdo o método mais sensivel e preciso para a
deteccdo de anaplasmose causada por A. platys durante os estagios
parasitémicos ciclicos agudos e posteriores3.

CONTEUDO DO KIT

Conteudo Quantidade
Tira PCRun® de 4 tubos de reagao simples com 1
pellets liofilizados
Embalagem de aluminio com o dispositivo de 4
deteccéo de acido nucleico descartavel.
Pipetas capilares de plastico - 20 yL* 5

* Pipetas calibradas e ponteiras com barreira para aerossol
podem ser usada no lugar das pipetas de plastico.

EQUIPAMENTOS E SOLUGOES NECESSARIOS:

= Biogal PCRun® Extrator de DNA da Amostra

= Bloco de aquecimento a 60 °C compativel com tubos de 0,2
mL para PCR.

= Bloco de aquecimento (€ comercializado pela Biogal)

Temporizador

Tesoura

Caneta marcadora permanente de ponta fina

Luvas descartaveis

COLETA, ESTOCAGEM E TRANSPORTE

O kit € adequado para detectar acido nucleico extraido de 50 uL
de sangue total, com EDTA de preferéncia. Utilizando o Kit de
Extragdo Rapida de DNA PCRun® Sample Prep (Cat No.
30PRE104). Os anticoagulantes sanguineos tém uma
consequéncia substancial nas reagdes de PCR, portanto, é
imperativo que o volume ideal de sangue seja coletado conforme
indicado no tubo. Para obter melhores resultados, amostras
adquiridas recentemente e extratos de DNA recém-preparados séo
recomendados para uso com o kit PCRun®. A menos que
recomendado de outra forma, amostras e extratos de DNA podem
ser mantidos a 2-8°C por até 24 horas ou -20°C por um periodo de
tempo maior.



PROTOCOLO - REAGAO PCRun®

1. Limpe a area de trabalho para o ensaio com solugao de hipoclorito
a 3,5%, diluido com agua numa proporgao de 1:10.

2. Material para o ensaio:
. DNA extraido da amostra com extrator de DNA n°30PRE104;
Embalagem com os tubos de reagao;
Pipetas capilares para 20 uL de volume;
Marcador de ponta fina;

3. Ligue o bloco de aquecimento e ajustar a 60°C. Assim que o bloco
atingir a temperatura, prossiga.

4. Retire e destaque os tubos necessarios para a reagdo PCRun® da
embalagem. Quatro tubos individuais estao ligados por um espagador
de plastico fino. Utilizando uma tesoura pequena e limpa,

destacar o numero necessario de tubos sem abrir as tampas.
Tomar cuidado para retornar os tubos nao utilizados para o
envelope de aluminio e selar completamente com fita adesiva para
manter um ambiente seco. Bata o tubo verticalmente e suavemente
sobre uma superficie plana e firme para que todo o contelido descga
ao fundo do tubo. A pequena pastilha branca deve estar localizada na
parte inferior do tubo.

5. Identifiqgue os tubos com o nimero de cada amostra.

6. Abra cuidadosamente a tampa dos tubos de reagdo, um de cada
vez. Com a pipeta capilar descartavel de 20 pL, pipete 20 pL do
DNA extraido com o Kit de Extracdo de DNA PCRun® e transfira-o
para o tubo de reagdo. Confira se todo o conteldo da pipeta
capilar foi transferido corretamente ao tubo. Bata suavemente o tubo
de reagdo em uma superficie rigida para trazer todo o fluido para
o fundo do mesmo. Incube o tubo em temperatura ambiente por 1
minuto para permitir que o pellet se dissolva completamente.

7. Cologue o tubo de reagdo no orificio apropriado no bloco de
aquecimento pré-aquecido (60 °C) e incube durante exatamente 1
hora. Nao abra a tampa do tubo durante ou no final do periodo de
incubagao.

8. No final do periodo de incubacéo (1 hora), remova o tubo do bloco
de aquecimento e imediatamente analise com o dispositivo de
detecgao de acido nucleico.

REAGAO COM O DISPOSITIVO DE DETECGAO de DNA

E necessario um dispositivo de detecgdo de acido nucleico
descartavel para cada amostra. Abrir e remover os componentes do
dispositivo de detecgdo. O dispositivo € composto por duas pecas de
plastico, contendo no cartucho amplicon um bulbo com tampéo e a
camara de detecgado, contendo a tira de fluxo lateral (Fig. 1).

1. Verificar se o bulbo contém o tamp&o.
2. |dentificar cada dispositivo com o numero da amostra.

3. Fixar a segao da tampa do tubo de reagao no espago localizado ao
lado do bulbo com tampao. Aplique uma leve pressao para prender o
tubo de reagéo no cartucho amplicon (Fig. 1).

4. Feche bem o cartucho amplicon. Colocar o cartucho na camara de
detecgdo com o bulbo virado para baixo e para frente do
dispositivo.

5. Empurrar a alavanca para baixo para travar o dispositivo.

6. Leia os resultados aos15 minutos. Resultados lidos depois de 30
minutos sao invalidos.
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LEITURA E INTERPRETAGAO DO RESULTADO

Para que o resultado seja valido, devem-se observar os seguintes
requisitos (Fig. 2):

1. Resultado Positivo - Duas bandas aparecem, a linha de
controle superior e a linha de ensaio inferior. O surgimento de
ambas as linhas (a de controle e a linha do teste) indica a
presenca do DNA de Anaplasma platys..

2. Resultado Negativo - Uma unica linha de controle aparece. A
linha de controle deve aparecer independentemente de um
resultado positivo ou negativo. O teste sera invalido se a linha do
controle ndo estiver presente. O aparecimento somente da linha
controle indica apenas a auséncia do DNA de Anaplasma platys.
ou que o numero de copias esta abaixo do limite de detecgao.

Fig. 2

Controle —— C

Teste —— T

Positivo  Negativo Resultado Invalido

LIMITAGOES

Como acontece com qualquer teste de diagndstico, o resultado do
PCRun® deve ser interpretado tendo em conta todos os dados
clinicos e laboratoriais.

SENSIBILIDADE

Este teste pode detectar 10° copias do gene alvo no DNA purificado.
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